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Praca prezentuje wyniki wstepnych badan, ktérych celem jest identyfikacja feromonow
alarmowych wydzielanych przez ssaki. Przeprowadzono je na szczurach ptci meskiej
rasy Wistar. Stosowano wobec nich awersyjne bodzce sensoryczne oraz procedury
warunkowania leku. U badanych zwierzat obserwowano narastanie behawioralnych
wyktadnikow zagrozenia. W ich atmosferze zidentyfikowano zwiazki organiczne, ktérych
cze$¢ moze odpowiada¢ substancjom alarmowym. W ocenianych strukturach
wechomézgowia stwierdzono wzrost stezenia glutaminianu.

This scientific project presents the results of preliminary examinations aimed to identify
alarm pheromones secreted by mammals. Wistar mate rats were used for the
experiment. Animals were treated by aversive sensoric stimuli and fear conditioning
procedures. The animals' behaviourwas registered. Quantitative and qualitative analysis
of air samples taken from their environment was conducted with the use of GC-FID and
GC-MSD technics. In the rhinocephalon structures (olfactory bulb, olfactory tract) the
concentration of glutamate was measured. During the progress of the experiment
incresing behavioral reactions of anxiety were observed in the rats. In their atmosphere
organie compounds were identified. Some of them can be considered to be alarm
substances. In the examined structures of the rhinocephalon on inereased concentration
of glutamate in each individual was revealed.
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WSTEP

Feromony, zwigzki infochemiczne wydzielane przez zwierzeta (,secret signals
among animals"”), odgrywaja wazng role w ich spotecznym bytowaniu. Stuzg do
wywotywania pozadanych reakcji u osobnikow tego samego gatunku w celu
zdobycia pozywienia, obrony, reprodukcji, majg istotne znaczenie w relacjach
potomstwo - matka (4, 6, 21). Ich wystepowanie wykazano dotagd u ponad 1500
gatunkéw zwierzat, gtéwnie owadow. Feromonami postuguje sie prawdopodob-
nie wiekszo$¢é organizmoéw. Ich izolacja i identyfikacja jest jednak niezwykle
trudna z uwagi na bardzo niskie stezenia u zrodia i progowe wartosci stezen
aktywnych. Do najbardziej znanych z 30 wyodrebnionych grup nalezg feromony
ptciowe, sciezkowe, znaczgce terytorium, agregacyjne. rozpraszajgce (7, 14).

Substancje infochemiczne wydzielane w sytuacji zagrozenia kolonii czy
gniazda wywotujg szereg reakcji lekowych. U gryzoni zaobserwowano wzmoze-
nie czujnosci i pojawienie sie behawioralnych wyktadnikow strachu w odpowiedzi
na substancje emitowane przez ich predatory i stresowane osobniki tego
samego gatunku (5, 25, 29). W reakcji na te substancje nastepowata u nich
takze zmiana aktywnos$ci ukiadu immunologicznego manifestujgca sie zmniej-
szeniem produkcji interleukiny 2, redukcjg cytotoksycznosci komérek NK oraz
zwiekszeniem produkcji IgM i igG (3). Substancje te okresla sie¢ mianem
feromonow alarmowych (3, 27) Ich detektorem u ssakdéw sa chemoreceptory
narzgdu przylemieszowego (vomero-nasal organ - VNO), ktére za posrednic-
twem komdrek mitralnych dodatkowej opuszki wechowej (accessory olfactory
bulb - AOB) wysytaja pobudzenia do pierwszorzedowej kory wechowej i do
uktadu odpowiedzi lekowej OUN: ciatlo migdatowate, jgdro przykomorowe (PVN-
CRH system) i miejsce sinawe mostu (LC-NE system) (13, 17, 22). Wykazano
réwniez, iz bodzce wechowe powodujg aktywacje moézdzku (26). Donosi sie, ze
role feromondéw alarmowych moze petni¢ szereg zwigzkéw organicznych:
acyklicznych, karbocyklicznych, heterocyklicznych. Dotychczas wyosobniono
substancje alarmowe syntetyzowane przez owady, roztocza, ryby (16, 19, 24,
28). Feromonow alarmowych emitowanych przez ssaki nie zidentyfikowano.
Nieznana jest takze droga ich wydzielania. Opracowania dotyczace emisji
i odbioru substancji alarmowych przez cztowieka nie sg autorom znane.

CEL PRACY

Celem badan jest wytypowanie zwiazkéw organicznych mogacych petnic
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u ssakéw role feromonow alarmowych. S3 one etapem realizowanego od kilku
lat projektu badawczego stuzgcego odpowiedzi na pytanie, czy na podstawie
badan pos$miertnych mozliwa jest ocena krotkotrwatych silnych emocji poprze-
dzajgcych bezposrednio zgon (9, 10, 11, 12).

MATERIAL | METODY

Badania przeprowadzono na 18 szczurach pici meskiej rasy Wistar. Sktadaty
sie on z trzech czesci.

Czesc¢ pierwsza. W 2 odseparowanych klatkach umieszczono po 4 zwierzeta.
Klatke z osobnikami grupy | przenoszono przez 4 kolejne dni na 5 min. do
zamykanego kompartmentu o objetosci 20 dm:, w ktéorym poddawano je
awersyjnym bodzcom sensorycznym: mechanicznym, akustycznym, optycznym
(8). Piatego dnia zwierzeta pozostawiono w kompartmencie w warunkach
catkowitego spokoju. Kazdego dnia, po wietrzeniu kompartmentu, umieszczano
w nim na 5 min. szczury grupy I, wobec ktdérych bodzcowania nie stosowano.
Przez caty okres trwania eksperymentu zachowanie osobnikéw przebywajgcych
w kompartmencie byto rejestrowane przez niezaleznych obserwatorow. Piagtego
dnia, bezposrednio przed wyjeciem z kompartmentu obu grup zwierzat, zwigzki
organiczne zawarte w probkach powietrza z kompartmentu o objetosci 1 dm:
(tacznie 2 probki) izolowano na ztoze sorbentu (Tenax -TA) w rurce sorpcyjnej.
Zwigzki te uwalniano nastepnie w procesie desorpcji termicznej i kierowano do
uktadu GC-FID .

Czes¢ druga. W trakcie pierwszych czterech dni badan, bezposrednio po
wyjeciu z kompartmentu szczuréw grupy | i Il, przed jego wietrzeniem, wktadano
do niego na okres 5 min po 1nowym osobniku (tagcznie 8 nowych osobnikow,
w tym 4 kontrolne). Kompartment jak zwykle zamykano. Po terminacji zwierzat
z uzyciem CO0, natychmiast je dekapitowano, wyjmowano ich moézgi i sekcjono-
wano na lodzie. Oddzielone opuszki wechowe wraz z pasmami wechowymi
umieszczano w ciektym azocie. Czas, ktéry uptywat od zgonu zwierzecia do
umieszczenia tkanki w niskiej temperaturze nie przekraczat 5 min. W pobranej
tkance oznaczano stezenie glutaminianu przy pomocy dehydrogenazy glutami-
nianowej i NAD wg Bernta i Bergmeyera oraz stezenie biatka metodg Petersona

(8).

Czes¢ trzecia. W 2 odseparowanych klatkach umieszczono po 1 osobniku.
Pierwszego dnia (I etap) klatki kolejno umieszczano na 5 min. w zamykanym
kompartmencie o objetosci 5 dm:. Zwierzat nie bodzcowano. Przez 4 kolejne dni
na zwierzeta umieszczane w kompartmencie dziatano przez 5 min. awersyjnymi
bodzcami sensorycznymi. Pigtego dnia przez pierwsze 5 min. zwierzeta
pozostawiano w catkowitym spokoju (Il etap) po czym, po wietrzeniu kompart-
mentu, stosowano wobec nich przez kolejne 5 min. sensoryczne bodzce (Il
etap). Tok postepowania anlitycznego po zakonczeniu kazdego etapu byt
podobny jak opisany wyzej. Jedyna ro6znica polegata na zastosowaniu uktadu
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GC-MSD na etapie identyfikacji analitow.

WYNIKI | OMOWIENIE

Czes¢ pierwsza. Osobniki grupy | bezposrednio po wiozeniu do kompart-
mentu, wykazywaty od drugiego dnia narastanie behawioralnych wyktadnikow
leku, manifestujacych sie przez zamieranie (reakcja typu freezing) i mycie sie
(reakcja typu grooming). Pigtego dnia byly one wyrazone w trakcie catego czasu
pobytu w kompartmencie; dominowata w nich reakcja freezing. Zachowanie
osobnikow grupy Il kazdego dnia w trakcie przebywania w kompartmencie byto
typowe.

Ocena chromatogramow otrzymanych z analizy ilosciowej (GC-FID) gazowej
zawartosci kompartmentu wykazata szereg zwigzkéw wspolnych dla atmosfery
obu grup szczuréw. Mogta tez nasuwaé przypuszczenie obecno$ci zwigzkow
indywidualnych dla atmosfery zwierzat grupy | oraz zwigzkdéw indywidualnych dla
atmosfery zwierzat grupy II.

Czes¢ druga. Osobniki eksponowane w atmosferze szczuréw bodzcowanych
po zauwazalnym wzdrygnieciu (reakcja typu startle) wykazywaty krétkotrwatg
rekcje freezing, nastepnie kilkunastosekundowe pobudzenie ruchowe (reakcja
typu flight or fight - uciekaj albo walcz), po czym zachowywaty sie spokojnie.
W pobranych strukturach wechomodzgowia tych szczurow stwierdzono nastepu-
jace stezenia glutaminianu: 143, 141, 137, 135 ($rednia: 139) nmol/mg biatka.
Zachowanie osobnikow kontrolnych, eksponowanych w atmosferze szczurow nie
poddawanych podzcowaniu byto typowe. W strukturach wechomodézgowia tych
szczurow wykazano nastepujace stezenia glutaminianu: 126, 124, 110, 106
($rednia: 116,5) nmol/mg biatka.

Czesc trzecia. U obu zwierzat, jak w przypadku osobnikéw grupy | z czesci
pierwszej, obserwowano przez kolejne dni nasilanie sie¢ behawioralnych oznak
leku przed bodzcowaniem. Ocena 6 chromatograméw otrzymanych z analizy
jakosciowej (GC-MSD) gazowej zawarto$ci kompartmentu wykazata: powtarzal-
ne pojawianie sie w Il i Ill etapie weglowodoréw, alkoholi, aldehydéw, ketonow,
kwasdéw, estrow, zwigzkéw heterocyklicznych - w | etapie nieobecnych;
pojawienie sie u obu osobnikéw podobnych réznic miedzy stezeniami tozsamych
zwigzkéw zidentyfikowanych w etapie Il i Ill; powtarzalng obecno$¢ zwigzkow,
ktérych stezenia byly wyzsze w etapie Il niz Ill i zwigzkéw o stezeniach wyzszych
w etapie Il niz II.

DYSKUSJA

Autorzy opracowan dotyczacych zagadnienia feromonéw podkreslaja duze
trudnosci towarzyszgce ich wykrywaniu. Uwaza sie, ze dziatajg one w skompli-
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kowanych mieszaninach, ktérych aktywno$¢ uwarunkowana jest skiadem
i stereoizomerig pojedynczych dominujgcych sktadnikow (20, 23). Sktad tych
mieszanin moze zaleze¢ nawet od takich czynnikow jak pora roku, dnia, czy wiek
osobnika.

Znaczenie VNO w odbiorze feromonéw alarmowych oraz rola jego neuronéw
w aktywacji uktadu neuroendokrynowego i dalej wywotywaniu reakcji lekowych
zostaty dobrze udokumentowane (15, 27). Ostatnio wykazano, ze kontakt
szczuréw z substancjami alarmowymi emitowanymi przez inne osobniki
powoduje w komérkach mitralnych AOB wzrost ekspresji biatka szybkiej
odpowiedzi Fos (27). Zwiekszenie aktywnosci tego biatka stwierdzono takze
w regionach mdzgu szczura odpowiedzialnych za wyzwalanie leku i reakcje
obronne: ciato migdatowate, jadro brzusznoposrodkowe i grzbietowoposrodkowe
podwzgérza, jadro grzbietowe przedsuteczkowe i substancja szara okotokomo-
rowa, po jego wystawieniu na dziatanie zapachu predatora (5). Szczury
wprowadzone do $rodowiska, w ktéorym uprzednio stresowano inne osobniki,
wykazywaty wzrost temperatury ciata oraz obnizenie progu drgawkowego (2, 27).

W badanych przez autorow strukturach wechomoézgowia szczuréow zamknie-
tych w atmosferze, w ktérej uprzednio poddawano bodzcowaniu osobniki inne,
stwierdzono wzrost stezenia glutaminianu, gtéwnego neuroprzekaznika
pobudzajgcego OUN. Zachowanie tych szczuréw posiadato cechy reakcji
lekowej.

Behawioralne wyktadniki leku obserwowano takze u szczuréw, wobec ktorych
stosowano procedury jego warunkowania, czyli u zwierzat grupy | z czesci
pierwszej i zwierzgt uzytych w czesci trzeciej. Narastaty one stopniowo do
ostatniego dnia badan. Podobne spostrzezenia mieli inni autorzy postugujgcy sie
takim samym modelem doswiadczalnym (27).

Podczas analizy jako$sciowej atmosfery szczuréw poddawanych warunkowa-
niu leku (czes$c¢ trzecia, etap IlI) zidentyfikowano zwiagzki, ktorych stezenia byly
wyzsze od stezeh tozsamych zwigzkdéw zidentyfikowanych w atmosferze tych
szczurow po ich awersyjnym bodzcowaniu (czes$c¢ trzecia, etap lll). Mogto to mie¢
zwigzek z pobudzenem uktadu sympatycznego, chociaz towarzyszy temu
centralizacja krazenia i zmniejszenie wydzielania gruczotéw egzokrynowych.
Natomiast w atmosferze szczuréw bodzcowanych zidentyfikowano zwigzki,
ktorych stezenia przekraczaty wartosci stezen tych samych zwigzkéw zidentyfi-
kowanych w atmosferze szczuréw poddawanych warunkowaniu leku. Przyjmu-
jac, ze czes¢ z rozpoznanych organicznych substancji moze odpowiadac
substancjom alarmowym moznaby wiec hipotetycznie zatozy¢ istnienie substancji
alarmowych emitowanych w sytuacji zagrozenia i innych, emitowanych w sytuacji
ucieczki, walki, agresji.

Zwazywszy, ze synteza feromondow alarmowych powinna zachodzi¢ szybko
i ze powinny one dziata¢ krotko nalezatoby ich szuka¢ ws$rod posiadajacych
prosta budowe i niskg mase czasteczkowa zwigzkow lotnych. Wobec tego
przypuszczenie, ze role substancji alarmowych emitowanych przez ssaki petnig
kwasy ttuszczowe, sterydy i katecholaminy staje sie watpliwe (1, 18). By¢ moze
nalezatoby wiec zwroci¢ uwage na te sposréd zidentyfikowanych zwigzkow, ktore
sg krotkotancuchowymi weglowodorami, aldehydami, estrami.
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Przedstawione badania majg charakter wstepny i orientacyjny. Zostaty wyko-
nane na niewielkiej grupie zwierzgt. Uzyskane wyniki pozwalajg jednak na
nadanie im wtasciwego kierunku oraz sktaniajg do ich prowadzenia takze na
modelu ludzkim.

Gdyby, wybiegajgc w przyszto$¢, na podstawie posmiertnej analizy substancji
alarmowych byta mozliwa interpretacja przedémiertnego stanu emocjonalnego
zmartej osoby, daloby to szanse praktycznej realizacji oceny silnych emocji
poprzedzajgcych zgon w przypadkach $mierci gwaltownej, ktéorym moze
towarzyszy¢ sytuacja kryminalna. Posiadanie takich mozliwosci mogtoby odegrac
istotng role w okreslaniu okolicznosci zgonu w czesto trudnych diagnostycznie
sgdowo - lekarskich przypadkach. Stanowitoby takze cenng wskazowke
ukierunkowujaca czynnosci $ledcze prowadzone przez organa $cigania.
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